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RESUMO 
Palavras-chave: Caseinato de Sódio , Lipases, Ésteres. 
Enzimas são biocatalisadores protéicos que em condições ótimas de 
temperatura e pH aceleram as reações químicas. As enzimas podem ser imobilizadas em 
vários suportes que estão descritos na literatura e assim podem ser utilizadas em síntese 
orgânica . 
Neste trabalho foram preparados filmes de caseinato de sódio com glicerol 
como plastificante com o objetivo de utilizá-los como novos suportes para enzimas em 
reações biocatalisadas em solventes orgânicos. 
Inicialmente foram feitos testes de estabilidade macroscópica destes filmes 
para avaliar o comportamento do mesmo em diversos solventes orgânicos, temperatura e 
quantidades de glicerol. 
Os filmes de casei nato são solúveis em meio aquoso e apresentaram ótima 
estabilidade em solventes de baixa polaridade, como por exemplo, hexano e clorofórmio. 
As lipases de Aspergillus niger, Candida rugosa, Rhizopus orizae, Mucor 
javanicus, Thermomices lanugínosus, Mucor mieheí e Pseudomonas sp foram 
imobilizadas em filmes de caseinato de sódio/glicerol , e estes sistemas foram utilizados 
como catalisadores nas reações de esterificação do ácido oleico com n-pentanol . 
Todas as reações foram efetuadas em banho termostatizado tipo Dubnoff, 
usando como solvente externo o n-hexano em temperaturas variadas. 
Os rendimentos do oleato de n-pentila (calculados por RMN de próton), variaram 
dependendo dos suportes utilizados e das temperaturas de reação. Os melhores, foram 
obtidos quando a lipase Pseudomonas sp foi imobilizada nos filmes de caseinato de 
sódio (66%) a 35°C. Com as outras enzimas, os rendimentos variaram de 10 a 45 % nas 
mesmas condições reacionais . 
Paralelamente, foi feito uma investigação da capacidade de reutilização de 100 
mg das Iipases de Rhizopus orizae e Thermomices lanuginosus imobilizadas nestes 
filmes. Os sistemas demonstraram que são estáveis até quatro (4) reutilizações, 
obtendo-se o oleato de n-pentila praticamente com mesma quantidade da primeira 
utilização (aproximadamente 30%), para as duas lipases. 
Estudos de reutilização com outras lipases, e em diferentes condições de 
temperatura e solventes orgânicos, continuam sendo realizados para uma melhor 
investigação dos sistemas filme/enzima . 
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I-INTRODUÇÃO 
Em 1926 James Summer's isolou e cristalizou a primeira enzima, a 
urease, que catalisa a hidrólise da uréia em NH3 e C02, demonstrando que este 
cristal consistia de uma proteína. A natureza protéica não era muito aceita até a 
metade de 1930, quando John Northrop e Moses Kunitz mostraram que existe 
uma correlação direta entre a atividade enzimática de cristais de pepsina, tripsina 
e quimiotripsina e a quantidade de proteína presente. A partir desta data, é 
amplamente demonstrado que enzimas são proteínas, isto é, são formadas por 
longas cadeias de aminoácidos ligados entre si através de ligações peptídicas. 
Porém, existem algumas moléculas de RNA que são chamados de ribozimas e 
são mais difíceis de serem encontradas do que proteínas catalíticas e que atuam 
como catalisadores biológicos. (1 ) 
Ao contrário de catalisadores inorgânicos, como ácidos, bases, metais e 
óxidos metálicos as enzimas são muito específicas. Em outras palavras, cada 
uma somente poderá hidrolisar ou sintetizar um composto em particular. Por 
apresentarem tais propriedades, elas têm sido amplamente utilizadas em síntese 
orgânica. (2,3) 
Como catalisadores, as enzimas necessitam estar presente somente em 
pequenas quantidades no meio reacional , possuindo as seguintes 
características: (4) 
• Aceleram a velocidade da reação, e operam em condições suaves 
(atuam em faixa de pH de 5-8, tipicamente ao redor de 7 e em 
temperaturas na faixa de 20-40 °C, e preferencialmente próximo à 30 
De). (5) 
• Podem ser altamente seletivas para substratos e estereosseletivas em 
relação as que catalisam. (6) 
• A atividade catalítica pode ser fortemente influenciada pela 
concentração de substrato, produto ou outras espécies presentes no 
meio reacional. (6) 
• Catalisam as reações normalmente sobre as mesmas condições ou 
similares aos dos organismos vivos (vegetal ou animal) . (6) 
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• São geralmente instáveis (com relação aos catalisadores produzidos 
pelo homem), porque necessitam de controle de pH e temperatura , 
isto é, temperatura elevada e pH extremo leva a desativação da 
enzima. (6) 
• São quirais e podem apresentar alta enantioseletividade.(6) 
As enzimas podem ser classificadas de acordo com a União Internacional 
de Bioquímica (lUB)(1) em seis grupos, mostrados na Tabela 1: (7) 
Tabela 1 - Classificação das Enzimas segundo a IUB. 
Grupo 
Oxidoredutases 
Transferases 
Hidrolases 
liases 
Isomerases 
ligases 
Tipo de reação 
Catalisam reações de oxi-redução envolvendo 
oxigenação. 
Catalisam a transferência de grupos, tais como: acila , 
açúcares, fosforila e aldeído ou cetona de uma 
molécula para outra. 
Promovem a hidrólise de ésteres, amidas, lactonas, 
peptídeos e outros contendo função C-N, bem como 
a hidratação das ligações C=C, e epóxidos. 
Catalisam adições, geralmente HX, a dupla ligação, 
tais como C=C, C=N e C=O e reações reversas . 
Catalisam a migração de duplas ligações ou funções 
oxigenadas, racemização e rearranjos. 
Catalisam a formação de C-O, C-S, C-C e ligações 
de éster fosfatos. 
- - -------------------
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Na prática quatro inconvenientes são freqüentemente encontrados em 
reações catalisadas por enzimas.(5,7) 
• Muitas não são suficientemente estáveis dentro das condições 
operacionais, e elas podem perder a atividade catalítica devido a altas 
temperaturas, autooxidação, auto-digestão e/ou desnaturação pelo 
solvente, e solutos ou devido as forças de corte mecânico. 
• Já que enzimas são moléculas solúveis em água, o seu uso repetido, que 
é importante para viabilizar um processo econômico, é problemático 
devido ao fato que elas são difíceis de serem recuperadas deste meio 
além da separação dos substratos e produtos. 
• A produtividade de processos industriais, e medidas de rendimento com 
o espaço de tempo, são freqüentemente baixas devido ao limite tolerado 
pela enzima para altas concentrações de substrato(s) e/ou produto(s). 
Estes problemas podem ser solucionados pela imobilização destes 
biocatalisadores. Deve-se sempre considerar que a manutenção da atividade 
deve ser mantida após a imobilização, ou seja, não deverão ocorrer alterações 
estruturais bem como no seu sítio ativo. 
Na literatura , inúmeros métodos mostram sistemas para a imobilização 
destes biocatalisadores. Uma das grandes vantagens da imobilização é poder 
utilizar o catalisador repetidamente sem considerável perda da atividade catalítica. 
O método de imobilização sempre deve considerar que a manutenção da 
atividade da enzima deve ser mantida após a imobilização, ou seja, não deverá 
ocorrer qualquer tipo de alteração estrutural bem como modificações no seu sítio 
ativo. (5,8,9) 
A imobilização tem como principal objetivo tornar mais eficiente e 
economicamente viável o uso de enzimas em solventes não aquosos e 
aquosos. (5,8,9) 
Estas técnicas envolvem a ligação em um suporte sólido insolúvel em 
água (ligação em suporte) ou ligações cruzadas intermoleculares de enzimas por 
reagentes bi-funcionais ou multifuncionais. Alternativamente, o biocatalisador 
pode ser confinado em uma área restrita da qual ele não pode sair, mas onde 
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permanece cataliticamente ativo (confinamento em uma matriz sólida ou uma 
membrana de comportamento restrito) (Figura 1). 
Como conseqüência, a catálise homogênea utilizando uma enzima nativa 
torna-se, então, heterogênea quando são empregados biocatalisadores 
imobilizados. 
Dependendo da técnica de imobilização, as propriedades do 
biocatalisador tais como estabilidade, seletividade, valores de KM (constante de 
Michaelis-Menten), pH , e temperaturas características, podem ser 
significantemente alterados, algumas vezes para melhor ou pior. Como exemplos, 
a enzima quando imobilizada fica com a configuração estrutural mantida devido 
as ligações de hidrogênio ou a formação de complexos que ocorrem na superfície 
do material. Isto leva a uma dificuldade na vibração da enzima levando a um 
aumento da estabilidade térmica. Pode-se observar, também, que o micro 
ambiente da superfície do suporte e da enzima tem cargas que podem causar 
uma mudança no pH ótimo de até 2 unidades. Observa-se com isto um 
alargamento da região de pH na qual a enzima, em questão, atua. Isto permite 
ainda que as que normalmente não têm regiões de pH semelhantes, possam 
atuar em uma mesma reação , através dos "coquetéis enzimáticos". 
A previsão sobre todos os efeitos decorrentes da imobilização, é muito 
difícil de ser feita . É importante entender as mudanças nas propriedades físicas e 
químicas que uma enzima sofre após sua imobilização. Como por exemplo; elas 
podem ter sua atividade catalítica aumentada ou perde-Ias devido à mudanças 
conformacionais, pois o micromeio ao redor da enzima difere da forma livre. 
Uma das formas de imobilizar enzimas para uso em meio orgânico, é 
inicialmente solubilizá-Ia em meio aquoso e em seguida misturá-Ia ao suporte. 
Devido a grande aplicabilidade, existe uma variedade muito grande de suportes 
sólidos utilizados, tais como: (9) 
• suportes inorgânicos: sílica gelou alumina e crisotila; 
• polímeros sintéticos: polieteno e polipropeno, poliestireno, blendas 
poliméricas; 
• suportes polissacarídeos: quitina; 
• filmes de casei nato de sódio. 
Métodos cara Imobilizacão de Enzimas 
Confinamento 
Ligação em 
sures 
Em Matrix 
= Enzima 
Adsorção Física 
Adsorção Cova/ente 
Adsorção Iônica 
FIGURA 1 - Técnicas de Imobilização de Enzimas. 
1.1 - PROTEíNAS DO LEITE 
Ligação 
Cru ada 
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o caseinato de sódio é um sal da caseína, que é a principal proteína do 
leite de vaca, correspondendo a 85% do total no mesmo, e é formada por várias 
frações protéicas, 0., 13, K, y, lactoglobulina e lactoalbumina.(10) (Tabela 2) 
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TABELA 2 - Principais proteínas do leite. 
Proteínas % P.M. 
Caseína total 85 
a 50* 21 .000 
~ 30* 24.000 
K 15* 20.000 
Y 05* 20.000 
Lactoglobulina 10 18.000 
Lactoalbumina 02 16.000 
* Porcentagem da caseína total. 
A caseína é uma mistura de várias fosfoproteínas, sendo o principal 
componente do coalho e sua precipitação pode ser feita pela adição de ácido até 
atingir o pH do seu ponto isoelétrico, ou por adição de renina ao leite. A renina é 
uma enzima isolada do rúmen de bezerros, ou de cultura de fungos, e sua 
atuação começa por sua ação hidrolítica sobre a K caseína com liberação de um 
glicopeptídio de peso molecular 6.000 e formação da para-caseína K. As demais 
caseínas podem agora formar um precipitado gelatinoso combinando-se com os 
íons de cálcio do leite. Aparentemente, a K caseína estaria ligada às demais 
caseínas de forma a impedir sua combinação com íons de cálcio e essa ligação 
seria rompida pela renina . O coalho obtido por ação da renina é geralmente mais 
macio do que aquele obtido por precipitação em meio ácido. No leite, a caseína 
se encontra na forma de polímeros, isto é, várias cadeias peptídicas unidas, cada 
cadeia com peso molecular de aproximadamente 20.000.(10.11) 
Caseína a 
A caseína a é formada de 199 resíduos de aminoácidos, apresentando 
um peso molecular de 23.613 daltons. Contém um segmento hidrofílico (resíduos 
43-70) com elevada densidade de cargas. Os segmentos (1-42) e (80-199) 
apresentam caráter hidrofóbico e são bastante ricos em prolina o que dificulta a 
formação de estrutura secundária a-hélice. A caseína a apresenta uma forte 
tendência de interação hidrofóbica (endotérmica) , o que sugere que essa proteína 
desempenhe função importante na formação das micelas de caseína (11). 
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Caseína p 
As caseínas do grupo p apresentam o fenômeno de associação-
dissociação cujo equilíbrio depende da concentração de proteína, da temperatura 
e do pH. Em temperaturas abaixo de 8°e ou a valores elevados de pH a p caseína 
se apresenta como monômero. A elevadas temperaturas e pHs próximos da 
neutralidade as p caseínas formam polímeros em forma de rosário. A p caseína 
A2 é formada de 209 resíduos de aminoácidos e peso molecular de 23.980 
daltons. A sequência dos aminoácidos revela um segmento N-terminal (1 -42) com 
elevada densidade de carga e bastante hidrofílico, apresentando quatro radicais 
fosfato no segmento 15-19. O restante do polipeptídeo é fortemente hidrofóbico 
contendo, novamente, elevada concentração de prolina, o que impede a formação 
de estrutura secundária em a-hélice. (11 ) 
Caseínas K 
Essas caseínas não reagem com o cálcio mas, na presença de íons Ca++ 
reagem com as caseínas a e p para formar micelas termodinamicamente 
estáveis. A sequência dos aminoácidos da K-caseína mostra uma predominância 
de resíduos apoiares na extremidade N-terminal (1-105) enquanto que os 
resíduos polares predominam na extremidade C-terminal da molécula (106-
169).(11) 
Caseína "( 
Essas caseínas resultam da hidrólise enzimática parcial da p-caseína. A 
caseína "(1 corresponde ao segmento 29-209 da caseína p (PM 20.500) . A 
caseína "(2 corresponde ao segmento 106-209 da caseína p (PM 11 .800) e a 
caseína "(3 ao segmento 108-209 da caseína p (PM 11 .600) . As caseínas "( são 
altamente hidrofóbicas e se comportam de maneira semelhante às caseínas p em 
relação à dependência da temperatura e pH, no fenômeno de associação-
dissociação. (11) 
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Lactoglobulina e lactoalbumina 
Pela adição de sais ao soro da caseína podem ser fracionadamente 
precipitadas as globulinas e albuminas, ambas facilmente desnaturadas pelo 
calor. As albuminas pela desnaturação formam membranas ( "nata" ) nas paredes 
do recipiente em que o leite é aquecido e na sua superfície. As globulinas do leite 
destacam-se pelo seu alto teor de grupos -SH livres (10,11). 
Micelas de caseína 
As micelas da caseína do leite são partículas esféricas com 
diâmetros de 50-300 nm. O leite tem aproximadamente 1015 micelas por dm3. 
Uma micela típica contém 2 X 104 moléculas de caseina (os pesos moleculares 
das caseínas a, p e K são respectivamente 2,35, 2,40 e 1,90 X 104 
respectivamente). (12). 
Dentre as forças necessárias para a manutenção da estabilidade das 
micelas encontram-se; interação hidrofóbicas, interações eletrostáticas, pontes de 
hidrogênio, ligações dissulfeto, além do complexo coloidal de fosfato de cálcio .(11) 
O mecanismo preciso de formação das micelas ainda não é conhecido, 
apesar de diversas teorias terem sido propostas. Por muitos anos os químicos 
sugeriram modelos para descrever o arranjo estrutural das moléculas da caseína 
dentro da micela, mas somente recentemente o modelo descrito por Slattery e 
Evard explica todas as propriedades observados para a caseína.(11 ,12) 
A Figura 2, mostra os modelos sugeridos para as micelas da caseína: 
(A) 
(C) 
(8) 
- --- ---
Região 
Não-Ligante 
/' 
" ,,-
/ 
.' 
10 
, 
\ 
\ 
\ 
I 
I 
I 
Figura 2 - Modelos Sugeridos para as Micelas da Caseina. (A) Formação de 
Ligações Cruzadas entre Submicelas. As Regiões não-ligantes são Mostradas em 
Destaque; P = Fosfato, Ca = Cálcio e Cit = Citrato; (8) Formação de uma Micela 
de Tamanho Completo; (C) Seção Cruzada de uma Submicela Típica Mostrando 
a Distribuição dos Três Tipos de Moléculas de Caseína, onde as Áreas 
Hidrofóbicas estão Destacadas. 
I I 
1.2 - LlPASES 
As lipases (triglicerol acil-hidrolases, EC 3.1 .1.3) são classificadas como 
hidrolases. São enzimas que catalisam a hidrólise de gorduras e óleos com 
subsequente produção do ácido graxo livre, diacilglicerol, monoacilglicerol e 
glicerol. (7,13 ) 
As lipases são muito utilizadas em síntese orgânica devido a sua grande 
disponibilidade, baixo custo, não requerem cofatores, trabalham numa faixa de pH 
relativamente grande, são muito estáveis, apresentam especificidade , 
regiosseletividade e enantiosseletividade. A função biológica das lipases é 
catalisar a hidrólise de ésteres, especificamente triacilglicerol de cadeia longa 
produzindo ácidos graxos livres, di e monoacilglicerol e glicerol. As lipases 
possuem a habilidade de catalisar a reação inversa executando esterificações, 
transesterificações (acidólise, interesterificação, alcoólise) , aminólise e 
tiotransesteríficação em solvente orgânico anidro, sistema bifásico e em solução 
micelar com especificidade. O deslocamento de equilíbrio na reação, no sentido 
direto (hidrólise) ou inverso (síntese), é controlado pela quantidade de água 
presente na mistura reacional. As lipases tem sido extensivamente investigadas 
com relação as suas propriedades bioquímicas e fisiológicas e ultimamente para 
aplicações industriais. (13) 
Como exemplo de aplicação industrial tem-se a Lipase Pancreática de 
Porco (PPL) imobilizada em esferas de sílica porosa, utilizada por He e 
colaboradores na abertura do anel e polimerização do etilenoisobutilfosfato 
(EIBP). (14) (Figura 3) 
EIBP 
PPUsílica 
(0,08639) 
40 h 
100 CO 
P(EIBP) 
Figura 3 - Abertura e Polimerização do Etilenoisobutilfosfato Catalisada por PPL, 
em diclorometano. 
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As lipases apresentam a capacidade de preservar sua atividade catalítica 
em solvente orgânico. Devido a esta propriedade, seu potencial para conversão 
do excesso de gordura e óleos em produtos para usos industriais está sendo 
amplamente investigado. Além destes exemplos, elas apresentam inúmeras 
aplicações na resolução de misturas racêmicas, na síntese de fármacos, novos 
surfactantes e na bioconverção de gorduras e óleos. Entretanto, a baixa 
estabilidade, atividade ou seletividade encontrada ocasionalmente com algumas 
destas enzimas e o alto custo da forma nativa ainda tem dificultado a sua 
aplicação em larga escala na indústria.(13) 
A Figura 4, mostra a resolução de ésteres vinílicos em uma reação de 
transesterificação com hexanol e em tolueno, catalisada por lipase de Candida 
antartica (CAL-B) .(15) 
CALoS 
.. 
Tolueno 
n-hexanol 
Figura 4 - Resolução de Ésteres Vinílicos. 
o 
~o~ (s)-{+) 
-
Ph 
+ 
(R)-(-) 
+ 
o 
Á 
Na Figura 5, pode-se observar a estrutura tridimensional da lipase da 
Candida antartica, obtida por cristalografia de Raio-x e retirada do Protein Data 
Bank (PDB) (16), tendo seu sítio catalítico ampliado com auxílio do programa Swiss 
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POB Viewer (17). Os resíduos dos aminoácidos, destacados em vermelho e azul , 
formam a tríade catalítica (Ser, His e Asp) , e os destacados em verde, formam a 
cavidade oxiânion (Tyr ou Ser e Gly ou Lys), que tem a função de auxiliar a 
estabilização do intermediário tetraédrico em reações de esterificação, 
transesterificação e hidrólise. 
FIGURA 5 - Estrutura Tridimensional da Lipase B da Candída antartíca 
(CaIB). (1 6.17) 
Todos os membros da família de estrutura a/p-hidrolase possuem um 
mecanismo comum de hidrólise de ésteres, que consiste em cinco etapas. (18) 
1. Ligação ao substrato éster. 
2. Formação do primeiro intermediário tetraédrico por ataque nucleofílico da 
serina cata lítica, com o oxiânion estabilizado por duas ou três ligações de 
hidrogênio, a chamada "cavidade oxiânion" . 
3. Quebra da ligação éster. 
4. Saída da porção alcoólica. 
5. Hidrólise do intermediário acil-enzima. 
14 
A Figura 6, mostra a hidrólise enzimática de um éster, salientando a 
participação dos resíduos de aminoácidos de serina, histidina e ácido aspártico 
nesta reação. (18) 
TYR GLI 
I I 
o NH 
H~, / H' 
'o' 
R2~ 
o 
"-SER 
TYR GLI 
I I 
o NH 
H' H' 
o H 0-< 
R2 
H- O 
"-SER 
Figura 6 - Mecanismo Proposto para Hidrólise de Éster Catalisada por Lipases. 
Os ésteres (RCOOR') são compostos orgânicos que apresentam-se bem 
distribuídos na natureza. Muitos deles são ésteres de glicerina, chamados 
glicerídeos e são os constituintes principais dos óleos e das gorduras. A 
triplamitina (1) , uma gordura vegetal é apresentada abaixo. (19) 
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o 
II 
CH3(CH2h4-C-0-CH2 
~ I 
CH3(CH2)14-C- 0-CH 
~ I 
CH3(CH2)14- C- 0-CH2 
(1 ) 
Os ésteres são também encontrados em diversas essências de frutas e 
nestes casos são constituídos de ácidos monocarboxílicos de baixo peso 
molecular e álcoois de cadeias alquílicas longas. Os ésteres de cadeia curta , têm 
odor característico de frutas e flores , tendo portanto, grande aplicação industrial 
como flavorizantes e aromatizantes além de estarem presentes em bebidas 
fermentadas, como no caso de vinhos, onde pode-se identificar muitos acetatos, 
propionatos, hexanoatos e outros. (20) 
Os compostos mostrados na Figura 7, são exemplos de ésteres alifáticos 
encontrados em algumas frutas . 
. - . 
. . - . 
Figura 7 - Exemplos de Ésteres Alifáticos. (a)acetato de benzila; (b)antranilato de 
metila; (c)3-metil-butanoato de hexila; (d)acetato de isoamila. 
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11 - OBJETIVOS 
11.1 - OBJETIVO GERAL 
Estudar novos métodos e suportes para a imobilização de lipases para 
posterior utilização em sínteses, e em meio orgânico. 
11.2 - OBJETIVOS ESPECíFICOS 
• Analisar o potencial de utilização dos filmes de caseinato de sódio/glicerol 
como suportes de lipases; 
• Testar a estabilidade dos filmes de casei nato de sódio frente a diversos 
solventes orgânicos; 
• Avaliar a atividade e estabilidade das enzimas nestes sistemas utilizando 
como parâmetros: temperatura, rendimentos e/ou grau de conversão; 
• Efetuar a esterificação via enzimática do ácido oleico (ácido-cis-9-
octadecenóico), com n-pentanol para obtenção do oleato de n-pentila; 
• Acompanhar a formação do oleato de n-pentila através de ccd e 
caracterizar o produto por técnicas de IV e 1H-RMN. 
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III-PARTE EXPERIMENTAL 
111.1 - MATERIAIS 
111.1.1 - REAGENTES 
Solventes: hexano, n-heptano, acetato de etila, dicloro metano, clorofórmio, éter 
etílico, etanol , acetonitrila, 1,4 dioxano (G. Química). 
Sílica para cromatografia de camada delgada (Aldrich) . 
Álcool: 1-pentanol- Aldrich e Grupo Química. 
Ácido: cis-9-octadecenóico (oleico) - Vetec 
Glicerol - Reagen 
Casei nato de Sódio (Alanate180) - South Island Dairy Coorp. 
111.1 .2 - ENZIMAS 
TABELA 3 - Lipases Utilizadas Neste Trabalho. 
Enzimas Fornecedores Atividades(al Fontes 
Lipase A Amano 120000u/g Aspergillus niger 
Lipase AY Amano 30000u/g Candida rugosa 
Lipase F Amano 150000u/g Rhizopus orizae 
Lipase M Amano 10000u/g Mucor javanicus 
Lipolase Novozyme 100000u/g Thermomices lanuginosus 
Lipozyme Novozyme 5-6BAUN/g Mucor miehei 
Lipase PS Amano 30000u/g Pseudomonas sp 
(a) A atividade catalítica, obtida pelos fornecedores das Lipases A, A Y, F e M (Amano), é definida como a 
quantidade de enzima que libera um ~mol de ácido graxo por minuto (u/g). Para a Lipolase a unidade de 
atividade catalítica obtida pelo fornecedor (Novozyme), é a mesma utilizada pelas Ijpases acima citadas. Para 
a Li pozym e, o fornecedor (Novozyme) determina unidades de atividade catalíticas diferenciadas. Para a 
Lipozyme é baseada em experimento de acidólise 
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111.2 - MÉTODOS 
111.2.1 - PREPARAÇÃO DO SUPORTE 
111.2.2 - FILMES DE CASEINATO DE SÓDIO/GLICEROL 
Em um pequeno béquer (25mL) colocou-se 1,50g de casei nato de sódio, 
0,50g de glicerol (que têm a função de plastificante), 15mL de água destilada e a 
enzima. Após completa dissolução do caseínato, adicionou-se uma quantidade 
conhecida de enzima (em mg), à solução. Colocou-se esta solução, (~ 7 , 5mL) , 
em uma placa de petri de poliestireno (d ~ 8,7cm) , e o solvente foi evaporado à 
temperatura ambiente. O filme foi então retirado, cortado em pequenos pedaços 
(2 mm) e uti lizado como biocatalisador ( Esquema 1) . 
ENZIMA 
1 ,5g de casei nato de sódio ~ 
O,5g de glicero I ,------'''''- I:;::] c;::] 
15mL de áoua destilada ~ ~ ~ 
Agitador 
magnético 
~~~ <i""""'""~ Filme de <1'""'~...!J 
caseinato Cortar em pedaços de ",2mm2 
U 
(24hs.) 
Esquema 1 - Preparação dos Filmes de Casei nato de Sódio. 
111.2.3 - PREPARAÇÃO DO MEIO REACIONAL 
Placa de 
Petri 
O filme polimérico, em pequenos pedaços, foi colocado em um 
erlenmeyer com cerca de 30m L de solvente orgânico. Os substratos foram 
adicionados na proporção de 1:1, sendo 5 mmol de cada (ácido carboxílico e 
álcool ). 
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o sistema foi agitado suavemente em agitador termostatizado do tipo 
Dubnoff. As temperaturas e os tempos de reação estão descritos nas tabelas com 
os resultados . 
As reações foram acompanhadas por cromatografia de camada delgada 
(ccd) , usando como eluente n-hexano/acetato de etila ( 15: 1). Ao término das 
reações , os produtos e substratos remanescentes foram separados do suporte 
através de decantação, sendo estes lavados várias vezes com o solvente 
orgânico, até que não fosse detectada a presença de reagentes e/ou produto. A 
seguir, os produtos obtidos foram analisados por técnicas de IV e RMN-H1. 
(Esquema 2) 
Mistura 
reaional 
Espectro de RMN-' H 
Dubnoff 
Rota-evaporador 
Esquema 2 - Preparação do Meio Reacional e da Análise do Produto. 
111.3 - IDENTIFICAÇÃO DOS PRODUTOS 
A formação do produto foi acompanhada por cromatografia de camada 
delgada (ccd) durante o decorrer da reação. Utilizou-se sílica gel (60 HF 254 da 
Merck) e uma mistura de n-hexano/acetato de etila como eluente. 
Os espectros de ressonância magnética nuclear de próton CH-RMN) 
foram obtidos em um espectrômetro BRUKER AC 200 MHz, usando tretametil 
silano (TMS) como referência interna. Os espectros de infravermelho (IV) foram 
obtidos em um espectrofotômetro PERKIN ELMER FTIR 16PC. 
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IV-RESULTADOS E DISCUSSÕES 
Neste trabalho, um dos objetivos deste estudo foi avaliar a eficiência dos 
filmes de caseinato de sódio como suportes para enzimas . Neste estudo, é 
importante conhecer a estabilidade destes filmes em diversos solventes 
orgânicos. 
Após avaliar a estabilidade destes materiais, fez-se um estudo de 
esterificação do ácido oleico com o n-pentanol com diversas lipases imobilizadas 
em filmes de caseinato de sódio/glicerol. Fêz-se também uma investigação da 
reutilização do sistema enzima/filme de caseinato, nas mesmas condições 
experimentais. 
O oleato de n-pentila (2) foi caracterizado por 1 H-RMN e IV, e a pureza 
dos mesmos também confirmada por cromatografia de camada delgada (ccd) . 
(2) 
Os rendimentos dos produtos obtidos, foram quantificados pelos 
espectros de 1H-RMN. Estes foram estimados pela comparação do triplete 
metínico do éster formado (-CH20COR, centrado em ::::; 4,Oppm) com a integração 
do triplete metínico do álcool correspondente (-CH20H, centrado em ::::; 3,5 -
3,8ppm). (Figura 8) 
IP 
RC + R'CH OH 
\ OCH R' ~ 
a 
( A) (8 ) 
(A) 
I 
i ) 
/ 
2 1 
(B) 
) 
FIGURA 8 - Região do Espectro de RMN-1H dos Deslocamentos Químicos dos 
Prótons Metínicos Utilizados para os Cálculos de Rendimentos . 
A Figura 9, mostra o espectro de RMN-1H, do oleato de n-pentila obtido 
via enzimática, não purificado. 
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8 (ppm) 
Figura 9 - Espectro de RMN-1H (200 MHz) do oleato de n-pentila (não 
purificado) , em COCI3 
Através do espectro apresentado na Figura 9, pôde-se calcular o 
rendimento para a reação de esterificação do ácido oleico com n-pentanol (34%), 
utilizando-se a Lipolase imobilizada em filme de caseinato de sódio à 30°C. 
A Figura 10, mostra o espectro de Infra-vermelho obtido para o oleato de 
n-pentila , em filme de Nujol. Observam-se as bandas características da carbonila 
de éster em 1736 cm-1 e de CO em 1282 cm-1 e de grupos metila e metilênicos 
em 2924 cm-1. 
! ~LI _____ U_;:>O_LA;>_~·l. S_p ______ --L.I1Hj 
10::', 0 . .- - -
.p 
CH3(CH2hCH=CH(CH2hC 
' O(CH2)4CH3 
.-----, 
80 
4C~ 
().o _ I 
4C000 
\ 
\ 
\ 
\ 
\ 
\ 
\ , 
\ 
\ 
Jj 
----r- I I ,-1 
3000 250C 1 80) 1 60:'0 , '-O) 1 20) 
2000.0 
'))0 a'Xl SCO 
4OJ O 
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Figura 10 - Espectro de Infravermelho do Oleato de n-Pentila , em Filme de Nujol. 
A banda larga presente em 3000 cm - 1 pode ser referente a presença de 
reagentes (álcool e/ou ácido) e/ou água. 
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IV.1-ESTABILlDADE DOS FILMES DE CASEINATO DE SÓDIO 
Inicialmente foi feito um estudo da estabilidade macroscópica dos filmes 
casei nato de sódio/glicerol (C/G) em meio orgânico, com a variação da 
temperatura e quantidade de glicerol para se determinar a viabilidade de 
utilização dos mesmos como suportes de enzimas em reações biocatalisadas. 
Estes estudos foram realizados com os filmes sem adição de enzimas (Tabela 4). 
TABELA 4-Estabilidade Macroscópica dos Filmes de Caseinato de Sódio/Glicerol 
(C/G) em Solventes Orgânicos, à Temperatura Ambiente". 
Solvente 
Hexano 
Dicloro metano 
Clorofórmio 
Éter etrlico 
Acetato de etila 
Etanol 
Acetonitrila 
1,4 Dioxano 
109 pIS) 
3,50 
2 ,10 
2,00 
0,85 
0,68 
-0 ,24 
-0,33 
-1 ,10 
Aparência(a) 
Maleabilidade 
C/G 
Maleável 
Maleável 
Maleável 
Maleável 
Pouco Maleável 
Maleável 
Maleável 
Pouco Maleável 
Estabilidade 
C/G 
Boa 
Boa 
Boa 
Boa 
Média 
Média 
Boa 
Boa 
* (aproximadamente 25°C); (a) após 24 horas; (b) log P = logaritmo do coeficiente de 
partição do solvente no sistema octanollágua (20) 
A partir dos resultados obtidos, observou-se que os filmes de caseinato de 
sódio/glicerol são mais estáveis em solventes de baixa polaridade ou seja aqueles 
que apresentam maiores valores de log P . Dentre eles, destaca-se o hexano que 
é um dos solventes mais utilizados para efetuar biotransformações em meio 
orgânico.(21) Neste solvente, o filme manteve suas características macroscópicas 
aparentemente integras mesmo após dois meses. 
Os solventes com coeficiente de partição entre 2 e 4, como o hexano, são 
menos hidrofílicos e perturbam fracamente a interação água-biocatalisador.( 21) 
Os solventes que possuem coeficiente de partição menor do que 2 são 
hidrofílicos e, em geral, não são adequados para a biocatálise porque eles 
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perturbam fortemente a interação água-biocatalisador, inativando e/ou 
desnaturando a enzima.(21 ) 
A seguir, foi também realizado um estudo da quantidade ideal de 
plastificante para a formação dos filmes de casei nato de sódio . A estabilidade 
macroscópica do filme foi testada para várias concentrações de glicerol. O 
método de preparação e as quantidades de reagentes, foram as mesmas 
descritas na parte experimental , item 1.1 (Tabela 5). 
A Tabela 5, mostra as caracteríscticas macroscópicas dos filmes de 
casei nato de sódio em função da quantidade de glicerol. 
Tabela 5 - Características Macroscópicas dos Filmes de Caseinato de Sódio em 
Função da Variação da Quantidade de Glicerol. 
Glicerol (rng) Características 
500 maleável 
400 maleável 
350 maleável 
300 pouca maleabilidade 
250 pouca maleabilidade 
200 pouca maleabilidade 
100 quebradiço 
50 quebradiço 
O quebradiço 
(a) Temperatura ambiente (25 de); (b) Solvente: Hexano; (c) Tempo: 24 horas 
Os resultados aCima, mostram que os melhores filmes em termos de 
maleabilidade são os obtidos com 500-350 mg de glicerol por 1,5 9 de casei nato 
de sódio. Nos estudos envolvendo imobilização de lipases, os filmes foram 
preparados com 500 mg de glicerol. 
Realizou-se também um teste para avaliar a influência da temperatura na 
estabilidade macroscópica dos filmes . Estes foram colocados em contato com o 
solvente orgânico ( hexano) e aquecidos à 50°C por seis (6) horas. Após este 
tempo, os mesmos não perderam as características macroscópicas iniciais, 
demonstrando resistência até esta temperatura . 
26 
Os resultados demonstraram um elevado potencial de utilização do filme 
de casei nato de sódio/glicerol como suporte para enzimas em reações 
biocatalisadas em solventes de baixa polaridade em temperaturas variadas (20 -
50°C) . 
IV.2-LlPASES IMOBILIZADAS EM FILMES DE CASEINATO DE SÓDIO. 
Após avaliar a estabilidade dos filmes de caseinato de sódio/glicerol , foi feito 
um estudo da esterificação do ácido oleico com n-pentanol com as lipases 
imobilizadas nestes filmes em diferentes temperaturas e com a variação da 
quantidade de glicerol. Neste estudo, pretende-se avaliar a influência do 
plastificante e da temperatura nesta reação. 
A Tabela 6, mostra os rendimentos do éster (2) obtidos na reação de 
esterificação do ácido oleico com álcool amílico utilizando como biocatalisador 
100 mg das lipases F e lipolase, imobilizadas em filmes de casei nato de sódio, à 
diferentes temperaturas. 
Tabela 6 - Rendimentos (a) (%) do Oleato de n-Pentila Obtidos com lipases 
Imobilizadas em Filmes de Casei nato de Sódio/Glicerol em Diversas 
Temperaturas .(b) 
Temperaturas 
(OC) 
lipolase 
25 30 
25 34 
35 40 50 
45 21 22 
lipase F 24 40 41 26 16 
(a) Determinados por RMN-H' ; (b) Solvente: Hexano ; Rt = 0,63 (hexano/acetato de etila 15:1); 
[Iipase] = 100mg /1 ,5 9 filme; t = 24 hrs. 
27 
Pelos dados obtidos, pode-se observar que a temperatura ideal para a 
reação de esterificação do ácido oleico com n-pentanol utilizando as lipases F e 
Lipolase imobilizadas em filmes de caseinato de sódio/glicerol foi de 35 o c. 
Para cada enzima, existe uma faixa de temperatura na qual apresenta a 
sua atividade máxima. Em geral, um acréscimo de temperatura além desta faixa , 
faz com que ocorra a desnaturação da enzima. (1) 
Dando continuidade a estes estudos, avaliou-se a possibilidade de 
reutilização dos fi lmes de casei nato de sódio/glicerol ( 500 mg ) com 100 mg 
destas lipases. Os resultados obtidos estão mostrados na Tabela 7. 
Tabela 7 - Rendimentos(a) (%) do Oleato de n-Pentila Obtidos nas Reutilizações 
dos Filmes de Casei nato de Sódio /Glicerol(b) com a Lipolase e a 
Lipase F à 35 °C. 
Reutilizações 1ª 2ª 3ª 4ª 
Lipolase 53 74 82 93 
Lipase F 51 60 88 54 
(a) Determinados por RMN-H' ; (b) Solvente: Hexano ; RI = 0,63 (hexano/acetato de etila 15:1); 
[Iipase] = 1 OOmg / 1,5 9 filme; t = 24 hrs. 
Analisando estes resultados, observou-se um aumento nos rendimentos 
do éster em função do número de reutilizações. Este comportamento anômalo 
provavelmente é devido à presença de reagentes e/ou produtos residuais no filme 
entre uma reutilização para outra. 
Porém, efetuando lavagens sucessivas do filme este problema pode ser 
resolvido, até que todo reagente e/ou produto seja retirado. A completa remoção 
fo i verificada através de análises de cromatografia de camada delgada (ccd) do 
solvente usado após as lavagens. 
No início, as lavagens com o hexano foram realizadas em duplicatas ou 
triplicatas, e através da cromatografia de camada delgada (ccd) , verificou-se a 
presença ou não de reagentes e/ou produtos no filme. Após várias lavagens com 
hexano, não foi verificado a presença de resíduos, sendo observado Rf igual a 
zero. 
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Porém, após agitação do sistema filme/solvente (hexano) em banho 
termostatizado do tipo Dubnoff durante 24 horas, à 35 °c, foi detectado por ccd o 
desprendimento do produto da reação do filme obtendo-se uma mancha de Rf 
igual a 0,63 (hexano/acetato de etila, 15:1). Este processo de lavagem foi 
repetido até que não houvesse mais liberação de produto e/ou reagentes do 
sistema (Rf = O). 
Na seqüência, foram realizados estudos de reutilização do filme de 
caseinato de sódio/glicerol contendo 100 mg de Lipolase a 35 DC . Neste caso, 
após cada reutilização, o sistema foi lavado de forma mais cuidadosa , 
certificando-se de que os filmes não continham resíduos de reagentes e/ou 
produtos. 
Tabela 8 - Rendimentos(a) do Oleato de n-Pentila Obtidos nas Reutilizações da 
Lipolase Imobilizada em Filmes de Casei nato de Sódio /Glicerol(b) à 
35 °C. 
Reutilizações O 
Rendimentos(%) 34 27 28 24 28 
(a) Determinados por RMN-H' ; (b) Solvente: Hexano ; Rf = 0,63 (hexano/acetato de etila 15:1); 
[Iipase] = 100mg 11 ,5 9 filme; t = 24 hrs. 
Pode-se verificar que o rendimento do produto diminuiu um pouco a 
partir da primeira reutilização, mas permaneceu praticamente constante até o 
quarto experimento . Portanto , este filme pode ser reutilizado sucessivas vezes , 
o que representa uma vantagem do método. 
Simultaneamente, foram realizados estudos de estabilidade de outras 
lipases imobilizadas neste suporte. Os resultados obtidos, em rendimentos do 
oleato de n-pentila, são mostrados na Tabela 9. 
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Tabela 9 - Rendimentos (a) do Oleato de n-Pentila Obtidos com Lipases 
Imobilizadas em Filmes de Casei nato de Sódio /Glicerol (b) à 35 °C. 
Enzimas Rendimentos (%) 
Lipase PS 66 
Lipolase 45 
Lipase F 41 
Lipozyme 13 
Lipase M 11 
Lipase A não ocorreu 
Lipase A Y não ocorreu 
(a) Determinados por RMN-H' ; (b) Solvente: Hexano ; Rf = 0,63 (hexano/acetato de etila 15:1); 
[Iipase] = 100mg / 1,5 9 filme; t = 24 hrs. 
Os resultados apresentados na Tabela 9, mostram a lipases de diferentes 
fontes podem apresentar resultados diferentes quando imobilizadas em um 
mesmo suporte. Por exemplo, esperava-se que utilizando-se a Lipase PS na 
reação de esterificação, o seu rendimento seria menor devido a sua baixa 
atividade catalítica (30000 ufg) em comparação à Lipase A (120000 ufa) , por 
exemplo. Entretanto, o que ocorre é o contrário. Possivelmente, a Lipase A 
interage de forma desfavorável com o filme deixando de forma exposta os sítios 
ativos ao solvente, o que acarreta a desnaturação da enzima. 
Conforme já discutido anteriormente os rendimentos do éster, variaram 
dependendo da temperatura de reação. O maior, foi obtido com a lipase PS 
imobilizada em filme de caseinato de sódiofglicerol à 350C, sendo de 66%. 
Na sequência, foram realizados estudos para se verificar como a 
quantidade de plastificante influi nos rendimentos do éster.(Tabela 10) 
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Tabela 10_- Rendimentos (a) do Oleato de n-Pentila em Função da Quantidade de 
Glicerol no Filme de Caseinato de Sódio Utilizado como Suporte para 
a Lipolase(b) à 35°C. 
Quantidade de glicerol (mg) 
o 
100 
200 
300 
500 
Rendimentos (%) 
o 
6 
6 
16 
45 
(a) determinados por 1H-RMN, (b) solvente : Hexano; Rf=0,73; [Lipolase] = 50mg / 0,75g fi lme; 
t = 24 hrs. 
Pode-se observar que a medida em que aumenta a quantidade de glicerol 
na formação do filme de caseinato de sódio, também aumenta o rendimento do 
oleato de n-pentila . 
O glicerol , que é um plastificante, forma uma espécie de película de 
proteção no filme , evitando que as lipases entrem em contato direto com o 
solvente orgânico, diminuindo assim sua desnaturação e aumentando a sua 
estabilidade. 
O filme sem glicerol (mostrado na Tabela 5, página 25), apresentou 
pouca maleabilidade, sendo quebradiço e consequentemente permitindo a 
liberação e o contato da enzima com o solvente, que possivelmente desnaturou a 
mesma. 
A Tabela 11, mostra como a variação na quantidade de Lipolase influiu no 
rendimento do oleato de n-pentila . 
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Tabela 11 - Rendimentos (a) do Oleato de n-Pentila Obtidos em Função da 
Concentração de Lipolase Imobilizada em Filmes de Casei nato de 
Sódio/Glicerol(b) à 35°C. 
Quantidade de 
enzima (mg) o 50 100 150 300 500 
Rendimentos(%) NR 25 45 39 41 43 
(a) Determinados por RMN-Hi; (b) oleato de n-pentila Rf=O,73 (hexano / acetato de etila, 15 : 1); 
(b) Solvente: Hexano; t = 24 hrs. 
A partir da Tabela 11 , observa-se que a medida em que aumenta a 
quantidade de enzima, o rendimento também aumenta. Este fato já era esperado, 
pois aumenta-se o número de sítios ativos capazes de interagir ao substrato, 
favorecendo a reação do esterificação do oleato de n-pentila. Entretanto, a partir 
de uma certa concentração de Lipolase (neste estudo em torno de 100 mg), o 
aumento da quantidade de enzima não aumentou significantemente o rendimento, 
pois possivelmente todo o substrato já estava ligado à enzima. (1) 
Através dos estudos realizados neste trabalho, pôde-se observar que o 
filme de casei nato de sódio/glicerol apresentou várias vantagens como a 
facilidade e o baixo custo na preparação do suporte, a conservação de 
propriedades conformacionais da Lipolase suportada, a possibilidade de 
reutilização do sistema filme/enzima , estabilidade térmica na faixa de temperatura 
de pelo menos de 20 - 50°C, e facilidade na separação do suporte dos reagentes 
e produto formado . Como desvantagem, pode-se citar os baixos rendimentos 
obtidos, o que se deve provavelmente a dificuldade de difusão dos reagentes 
orgânicos de baixa polaridade no filme que contém água e glicerol na sua 
composição. 
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V-CONCLUSÕES 
A partir dos resultados obtidos, as principais conclusões são: 
1 - Os filmes de casei nato de sódio com glicerol como plastificante são 
estáveis em diversos solventes orgânicos e em especial os de baixa polaridade. 
Além disto, foi também verificado que eles se mantém estáveis até a temperatura 
de 50°C. 
2- A obtenção de filmes de caseinato de sódio/glicerol com boa 
maleabilidade, depende da quantidade do plastificante (glicerol) . 
3- Estes filmes podem ser usados com sucesso , para imobilização de 
lipases. 
4 - As lipases A Y , A, M , F , PS , Lipolase e Lipozyme foram 
imobilizadas nestes suportes e os sistemas utilizados como biocatalisadores em 
reações de esterificação do ácido oleico com n-pentanol à 25 - 35 DC , por 24 
horas. 
5 - Os sistemas filmes/enzimas podem ser reutilizados, até quatro vezes 
sem perdas significativas da atividade da enzima. Deve-se efetuar sucessivas 
lavagens do filme/enzima para a completa remoção de resíduos do suporte. 
6 - A quantidade de plastificante na preparação do filme de casei nato de 
sódio utilizado como suporte para lipases, é um fator importante na obtenção de 
ésteres com bons rendimentos. Os melhores, foram obtidos utilizando-se 500 mg 
de gliceroll1 ,5 9 de filme. 
7 - O rendimento da reação de esterificação do oleato de n-pentila 
aumentou com concentrações crescentes da Lipolase. 
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VI-PERSPECTIVAS FUTURAS PARA CONTINUIDADE DO 
TRABALHO 
• Realizar estudos sobre a influência do solvente com a Lipase PS, que 
apresentou os melhores resultados, imobilizada em filmes de caseinato de 
sód io/glicerol; 
• Verificar a influência da variação do pH no meio reacional da esterificação do 
ácido oleico com n-pentanol, utilizando lipases suportadas nestes filmes ; 
• Testar a estabilidade de outras Lipases imobilizadas neste suporte , e avaliar 
a enantiosseletividade; 
• Utilizar substratos mais hidrofílicos ( ex. ácidos e álcoois de cadeias menores) 
em reações de esterificação; 
• Realizar estudos das interações filme/glicerollenzima através de medidas de 
DSC, TGA e microscopia óptica. 
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